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This process essentially entails the following steps: a) adsorption of the tannic active principle, from an extractive solution of 
the raw material, on an adsorbent polymer having amide or equivalent functions; and b) selective and quantitative 
desorption of the tannic active principle bound to the adsorbent, the desorption employing bases or substances having 
basic properties. The invention also relates to the applications of this active principle employing its anti-enzymatic activities. 
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@ Procede d'obtentlon de princf pes tannlques d'origine vegetale, composition cosmetologlque et composition 
pharmaceutique contenant le principe tannique purlfle obtenu selon le procede. 

@ L'invention concerne un procede d'obtention de principes 
tanniques purifies d'origine vegetale. 

Selon l'invention, ce procede comporte essentiellement les 
etapes suivantes : a) ('adsorption du principe tannique acttf, a 
partir d'une solution extractive de la matiere premiere, sur un 
adsorbant polymere a fonctions amides ou equrvalentes ; et b) 
la desorption selective et quantitative du principe tannique acttf 
fixe sur I'adsorbant, desorption a ('aide de bases ou de 
substances a proprtetes basiques. 

L'invention a egalement pour objet les applications de ce 
principe actif utilisant ses activates anti-enzymatiques. 

L'invention a en outre pour objet des compositions cosmeto- 
logiques et des compositions pharmaceutiques comportant a 
titre de principe acttf les principes tanniques purifies obtenus 
selon le present procede. 
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Description 

"PROCEDE D'OBTENTION DE PRINCIPES TANNIQUES D'ORIGINE VE GET ALE, COMPOS 'J!° 1 , i lclc 
COSiSS^^^SSpOSmON PHARMACEUTIQUE CONTENANT LE PRINC.PE TANIQUE PUR.FIE 

OBTENU SELON LE PROCEDE". 

5 La presente invention concerne un procede detention de principes tanniques 

.in*? L I'anolication en cosmetologie et en pharmacologie des pnncipes actifs obtenus pa. edit procede. 

Ru^riSSSnt te bS tet presente invention est d'obtenir. a partir de matieres prem.eres d'or.g.ne 
v*^^SS^?i5SSl« -tifs sous forme d'extraits purifies de maniere P^^t <^« e ' 
u>« p«t»ita ourifies renfermant ainsi la presque totalite des activites anti-enzymes d or.g.ne 

m t^S^^SS^L^ apour objet un procede detention de principes tanniques punf.es 
H'oriaine veoetale aui selon sa caracteristique essentielle. comporte les etapes suivantes : 
d ^^^11 prjncjpe tannique actif 4 partir d - une S o.ution extractive de la mat.ere premiere sur un 

adsorbantpolymere a fonctions amides ouequ.valentes, ^«„ rKa „t H&cnmtion k 

b) la desorption selective et quantitative du principe tannique actrf fixe sur I adsorbant, desorpt.on a 
is I'aidede bases ou de substances a proprietes basiques. tannine on 

II convient de remarquer qu'il etait communement admis avant la presente invention que les tannins en 
J^^^S^r^^ oxydation par les substances basiques et que plus P*^*™? 
fes tannfns ellagiques pouvaient etre saponifies fakement en milieu alcalin avec format.cn ^ sels d ac.des 
corresSants et done que leur emploi comme solvants de desorption etait a preserve. Or de man ere 
20 ^S^X se son" a V eres. selon la presente invention, particu.ierement appropries pour la desorpt.on 

%^^T^£TS^*e^ avantageux. la so.ution peut ensuite etre neutra^ i par 
addition d'acide ou de substances a proprietes acides de quelconque nature, pures ou er 'melanges 
Avantageusement. entre Cetape d'adsorption a) et I'etape de desorption b des substances banales de la 
25 plante sont eliminees quantitativement par lavage ou elution a I'aide de solvants. ... rprtaines 

Ces substances banales de la plante sont notamment des sels mineraux, sucres, protides. certaines 
substances phenol.ques telles qu'acide-phenols, phenols et derives, flavones, etc ...... ..... 

De maniere particulierement avantageuse, la plante d'origine est la Re.ne des "nro™^ dite ses 
(Flora Europaea) ou Spiraea Ulmaria - de la famille des Rosacees. I espece proprement drte. ses 
w sous esoTces ses varietes ou especes affines. notamment d'origine horticole et les hybndes eventuels^ 
30 lL raisons du choix de cette matiere premiere s'exp.ique d'apres les results tres "*«^<»£^ 
comparativement a ceux d'autres plantes ou principes actifs d'or.g.ne vege tal e - cert ains p es <£jj£ 
Reine des Pres comme I'acide gallique, I'acide chlorogen.que. le salicylate de methyle, le rutos.de 
ThTperoslde la quercetine-4' glucosVprincipale f.avone des fleurs. la quercetine et le principe tannique - et 

35 re ^^^^^^^s biochimiques en tant quanti-enzymes et des activites 

l-hyaluronidase. etc.. qui participent a la degradation des trames des crgan.tes cellula.res. des membranes. 
40 des tissus tels que le tissu conjonctif par exemple ou des parois t.ssulaires. ^ lM&ramont 

Parmi les polymeres d'absorption a fonctions amides ou equivalentes, on peut c.ter .P^ 0 ^™ 1 £ 
nylons, les polyamides, les polyvinylpyrrolidones, soit purs, so.t melanges entre eux ou dilues. Ces exemples 
n'etant nullement limitatifs bien entendu. . . f nrtoCi n u 

Avantageusement. la desorption se fait avec des bases ou des substances a propnetes bas.ques, fortes ou 
45 faibles, en solutions aqueuses. alcooliques. ou cetoniques pures ou en melanges. 

Par exemple. la substance a proprietes basiques realisant la desorpt.on est une solution d hydroxyde de 

sodium ou une solution d'ammoniaque. 

LorTqSe .e produit actif est desorbe a I'aide de bases ou de substances a proprietes bas.ques en solution, le 
titre de la solution est choisi de maniere a ce que la desorption soit quantitative. 

La neutralisation de la solution peut se faire par addition d acides ou substances a proprietes ac.des, par 
utilisation de resines echangeuses d'ions, par dialyse ou tout autre procede 6 ^ se P a fl?l^f^ manikre 
A I'origine, la drogue fratche ou dessechee selon un quelconque procede peut etre d.v.see de maniere 

suffisante sous forme de poudre afin de faciliter ('extraction. oftert „6 e e.iivant un 

L extraction de la matiere premiere une fois traitee est real.see a Pa.de de solvants et efreetuee suivant un 
procede a chaud ou a froid a I'aide d'un appareillage d'extraction de quelconque nature operant en cont.nu ou 
en discontinu de maniere a ce que I'extraction soit quantat.tive. ,. QVtra ^,nn np„t etre 

Une extraction preliminaire de maniere a eliminer des substances banales genant I extraction peut etre 
realisee par exemple avec un solvant de polarite differente de celui de I'extraction. 

Apres extraction, les parties vegetales peuvent etre separees de la solut.on extract.ve a la.de dun 
60 appareillage adapte par exemple de filtration ou de centrifugation , C nh#ant«s 
La solution extractive precitee peut etre concentree ou evaporee a s.cc.te et repr.se par des solvants. 
Parmi les solvants. notamment d'extraction ou de lavage, on peut citer : ol ™ n , c 
. les solvants hydroxyles par exemple I'eau. les solutions aqueuses salines, acides ou bas.ques, les alcools. 
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notamment le methanol, Tethanol. le propanol ou encore le propyleneglycol, le glycerol, 
. les solvants cetoniques. notamment I'acetone, le methylethylcetone. 
. les esters tels que acetate d'ethyle, acetate d'isopropyle t 

. ou tout autre solvant a caractere relativement polaire tels que le tetrahydrofuranne. 

Ces solvants peuvent etre utilises soit purs, soit melanges entre eux en quelconques proportions. 5 

Comme on I'a vu, la solution de desorption peut etre neutralisee et les liqueurs de desorption ainsi obtenues 
peuvent etre ensuite traitees de maniere a obtenir le produit actif sous forme seche. Elles peuvent etre 
concentrees de maniere telle que le produit actif precipite de la solution, la precipitation etant rendue 
quantitative par exemple par refroidissement ou tout autre procede permettant de quantifier cette operation. 

Le produit actif peut etre recupere suivant une operation de separation telle que par exemple une 10 
centrifugation et une filtration ou tout autre type d'operations permettant I'elimination du liquide et la 
recuperation du produit actif sous forme solide. 

Le principe actif peut alors etre soumis a une operation de dessiccation de quelconque nature de maniere a 
obtenir un produit suffisamment sec pour pouvoir etre reduit en poudre. 

Le principe actif peut ainsi etre utilise sous forme seche ou sous forme liquide, par exemple en solution dans 15 
des solvants tels que ceux precites. 

Dans un mode de realisation particulier, la solution extractive est extraite de poudre de fleurs de Reine des 
Pres. Puis elle est filtree, puis concentree jusqu'a elimination du solvant. Le residu est ensuite repris avec de 
I'eau, soumis a une temperature superieure a la temperature ambiante de maniere a faciliter la dissolution. La 
solution aqueuse obtenue est deposee en tete d'une colonne contenant de la poudre de polymere 20 
polyamide.Apres adsorption de la solution aqueuse la colonne est lavee avec un solvant la matiere banale 
etant ainsi eliminee. L'elution est ensuite realisee a I'aide de solutions hydroatcooliques et d'hydroxyde de 
sodium ou d'ammoniaque, l'6luat etant neutralise en cours d'elution avec de I'acide chlorhydrique ou de 
I'acide acetique. La solution est ensuite soumise a la dialyse, puis la liqueur de dialyse est concentree jusqu'a 
apparition d'un precipite par exemple a I'aide d'un evaporateur rotatif sous pression reduite. La liqueur 25 
concentree est ensuite refrigeree a 4°C de maniere a quantifier la precipitation. La liqueur est filtree sur un 
buchner. Le precipite est lave et seche. Le produit sec est alors pulverise. 

L'invention a egalement pour objet les applications de ce principe actif utilisant leurs activites 
anti-enzymatiques. 

L'invention a en outre pour objet des compositions cosmetologiques et des compositions pharmaceutiques 30 
comportant a titre de principe actif les principes tanniques purifies obtenus selon le present procede. 

D'autres caracteristiques et avantages de la presente invention apparaitront a la lumiere de la description 
presentee sous forme d'exemples. 

EXEMPLE 1 - ORIGINE DE LA MATIERE PREMIERE 35 
La plante d'origine est la Reine des Pres -Filipendula Ulmaria (Flora Europaea) «= Spiraea Ufmaria -de la 

famille des Rosacees, I'espece proprement dite, ses sous-especes, ses varietes ou especes affines, 

notamment d'origine horticole et les hybrides eventuels. 

La plante tres cosmopolite peut etre a 1'origine soit sauvage, soit cultivee. 

La matiere premiere - ou drogue - est constitute par les fleurs ou parties de fleurs, les sommites fleuries ou 40 
tout autre partie vegetale de composition analogue. 

EXEMPLES 2 A 4 - PREPARATION DE UEXTRAIT ACTIF 

Exemple 2 - - 45 

1 kg de poudre de fleurs de Reine des Pres (tamis 250) sont extraits a chaud dans un appareil d'extraction 

en continu de type SOXHLET a I'aide de 15 litres d'ethanol a 80 pour cent V7V pendant 48 heures jusqu'a 

epuisement de la poudre. 
Apres refroidissement, la liqueur extractive est filtree sur papier. 

La solution extractive est concentree jusqu'a consistance semi-pateuse en operant a I'aide d'un 50 
evaporateur rotatif sous pression reduite. 

Le residu est repris avec 2 litres d'eau injectes directement dans le ballon d'evaporation agite par rotation et 
soumis a une temperature de 50° C pendant 10 minutes, de maniere a faciliter la dissolution. 

La solution aqueuse est deposee en tete d'une colonne de 15 cm de diametre et de 100 cm de hauteur, 
contenant 1 kg de poudre de polyamide prealablement lavee avec 10 litres d'ethanol a 96° puis avec 10 litres 55 
d'eau. 

Apres adsorption de la solution aqueuse, la colonne est lavee avec 20 litres d'eau puis avec 20 litres 
d'ethanol a 96 c , les matieres banales etant ainsi eliminees. 

L'elution est realisee a I'aide de 20 litres de solution hydroalcoolique a 50 pour cent V/V d'hydroxyde de 
sodium 0,2 N, I'eluat etant neutralise en cours d'elution avec de I'acide chlorhydrique 1 N en utilisant un 60 
titrimetre automatique. 

La solution est introduite dans des boudins a dialyse et soumise a une dialyse pendant 48 heures dans un 
bac a circulation d'eau a 12°C. 

La liqueur de dialyse est concentree a I'aide d'un evaporateur rotatif sous pression reduite jusqu'a 
apparition d'un precipite pour un volume d'environ un litre. 65 
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La liqueur concentree est refigeree a + 4°C pendant une nuit, de maniere a quantifier la precipitation. 
La liqueur est filtree sur buchner a I'aide d'une fioie a vide de maniere a bien essorer le precipite.- 
Le precipite est seche dans un etuve a soufflerie a une temperature de 70° C pendant 24 heures. 
Le produit sec est alors pulverise dans un broyeur a couteaux de maniere a obtenir une poudre passant au 

5 ^ On obtfe^t ainsi 40 grammes de poudre constituant le principe actif, tannin de nature probablement 
ellagique. 

10 EX tkgde 3 p oudre de fleurs de Reine des Pres (tamis 250) sont extraits a chaud dans un appareii detraction 
en continu de type SOXHLET a I'aide de 15 litres d'ethanol a 80 pour cent V/V pendant 48 heures jusqu a 
epuisement de la poudre. 

Apres refroidissement, la liqueur extractive est filtree sur papier. 

La solution extractive est concentree jusqu'a elimination de Talcool a I'aide d'un evaporateur sous pression 

15 re( ^ ,t r ^ sjdu est reprjs avec 2 , itres d < eau i n j ec tes directement dans le ballon d'evaporation agite par rotation et 
soumis a une temperature de 50° C pendant 10 minutes, de maniere a faciliter la dissolution. 

La solution aqueuse est deposee en tete d'une colonne de 15 cm de diametre et de 100 cm de hauteur, 
contenant 1 kg de poudre de Nylon prealablement lavee avec 10 litres d'ethanol a 96 c puis avec 10 litres d'eau. 
20 Apres adsorption de la solution aqueuse, la colonne est lavee avec 20 litres d'eau, puis avec 20 litres 
d'ethanol a 96 c . les matieres banales etant ainsi eliminees. 

L'elution est realisee a I'aide de 5 litres de solution hydroalcoolique a 50 o/ 0 V/V d'ammoniaque 2 N, 1 eluat 
etant neutralise en cours dilution avec de I'acide acetique en utiiisant un titrimetre automatique et un 

recipient refrigere. . 

25 La solution est concentree a i'aide d'un evaporateur rotatif sous pression reduite jusqu a precipitation, soit 

un volume d'environ un litre. 

La liqueur concentree est refrigeree a + 4°C pendant une nuit, de maniere a ce que la precipitation soit 

quantitative. , . ... 

La liqueur est filtree sur Buchner a I'aide d'une fiole a vide de maniere a bien essorer le precipite. 
30 Le precipite est lave directement sur le filtre avec deux fois 100 ml d'eau, puis essore. 

Le precipite est seche dans une etuve a soufflerie a une temperature de 70° C environ pendant 24 heures. 
Le produit sec est alors pulverise dans un broyeur a couteaux de maniere a obtenir une poudre passant au 
tamis module 250. 

On obtient ainsi 36 grammes de poudre constituant le principe actif. 

35 

Exem ple 4 . 

1 kg de poudre de fleurs de Reine des Pres (tamis 250) sont extraits a chaud dans un appareii d extraction 
en continu de type SOXHLET a I'aide de 15 litres d'ethanol a 80 pour cent V/V pendant 48 heures jusqu'a 
epuisement de ta poudre. 
40 Apres refroidissement, la liqueur extractive est filtree sur papier. 

La solution extractive est concentree jusqu'a elimination de I'alcool a I'aide d'un evaporateur sous pression 
reduite. 

Le residu est repris avec 2 litres d'eau injectes directement dans le ballon d'evaporation agite par rotation et 
soumis a une temperature de 50°C pendant 10 minutes, de maniere a faciliter la dissolution. 
45 La solution est deposee en tete d'une colonne de 15 cm de diametre et de 100 cm de hauteur, contenant 1 
kg de poudre de polyamide prealablement lavee avec 10 litres d'ethanol a 96 c , puis avec 10 litres d'eau. 

Apres adsorption de la solution aqueuse, la colonne est lavee avec 20 litres d'eau, puis avec 20 litres 
d'ethanol a 96 c , les matieres banales etant ainsi eliminees. 

L'elution est realisee a I'aide de 2,5 litres de solution hydroalcoolique a 50 pour cent V/V d'hydroxyde de 
50 sodium 2 N, I'eluat etant neutralise en cours d'elution avec de I'acide chlorhydrique en utiiisant un titrimetre 
automatique et un recipient refrigere. 

La solution est concentree a I'aide d'un evaporateur rotatif sous pression reduite jusqu'a un volume 
d'environ un litre. . , 

La liqueur est filtree sur Buchner a I'aide d'une fiole a vide de maniere a bien essorer le precipite, apres 

55 refigeration a 4°C pendant une nuit. 

Le precipite est lave directement sur le filtre avec deux fois 100 ml d'eau, puis essore. 
Le precipite est seche dans une etuve a soufflerie a une temperature ne depassant pas 70° C pendant 24 
heures. 

Le produit sec est alors pulverise dans un broyeur a couteaux de maniere a obtenir une poudre passant au 
60 tamis module 250. 

On obtient ainsi 33 grammes de poudre constituant le principe actif. 

EXEMPLE 5 - CONTROLE DU PRINCIPE ACTIF 

Ci-apres sont decrits les caracteres du principe actif lorsqu'il est obtenu sous forme seche en poudre. 

65 
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5 - 1 - C omposition : 

Le principe actif est constitue par les tannins actifs purifies de la plante d engine, k I exclusion de tout autre 
constituant en quantite notable. 

La teneur en tannin par rapport au poids sec est au moins egale a 95 pour cent. 

5 - 2 - Caracteres et solubilites : 

Poudre de couleur gris brun p ratiquement inodore, de saveur astringente, peu soluble dans I eau. plus 
soluble dans les solutions acides ou basiques, hydroalcooliques ou hydrocetoniques. pratiquement insoluble 
dans les solvants organiques tels que Tether, les solvants chlores, etc. 

5 -3 - Identific ation : wi ... . 

Le produit presente les reactions colorees generates des tannins telles que sels femques, bleu solide, etc., 
et se fixe sur les supports polyamides, precipite la gelatine en solution, etc. 

II presente des valeurs maximales dans VU.V. aux longueurs d'onde voisines de 275 nm et de 225 nm, 
comme par exemple dans I'ethanol k 50 o/ 0 V/V. 

Dans I'infrarouge, pastille dans le KBr, il presente des signaux caractenstiques des hydroxyles au-deli de 
3 000 cm- 1 , des fonctions esters a environ 1 700 crrr 1 , des noyaux aromatiques k environ 1 500 cm" 1 qui sont 
les bandes principles. 

Le principe actif peut etre caracterise par CCM, dans les conditions su.vantes par exemple : 
- support ' gel de silice G - solvant de migration : acetate d'ethyle - acide formique - eau : 5 : 3 : 1 V/V/V 20 
-reactif de revelation : UV a 254 nm - depot : 5 u.l de solution a 0,5 pour cent m/V dans I'ethanol a 50 pour cent 
V/V - distance de migration : 10 cm - resultat : taches foncees de Rf voisins de 0.50. 

" Teneur en eau : determines selon la methode CODEX de perte a la dessiccation, a Tetuve a 100-105°C. la 25 
teneur en eau "h" ne devra pas etre superieure a. 10 pour cent. 

. Taux de matieres min6rales : determine selon la methode CODEX des cendres totales, le taux de matieres 
minerales ne devra pas §tre superieur k 0,5 pour cent. 



5 - 5 - Dosage des ta nnins . . 

DeterminI s elon la methode d'adsorption sur la poudre de peau, le titre en tannin devra etre au moms egal 

a 95 pour cent, rapporte au produit sec. 

On peut operer par exemple selon le mode suivant. 

On agite mecaniquement pendant 30 minutes 250 ml de solution k 0.5 pour cent m/V dans I ethanol a 50 
pour cent V/V avec 10 g de poudre de peau prechromee, puis filtre, evapore a siccite a Taide d'un evaporateur 
rotatif 200 ml de filtrat et pese le residu, soit m en grammes. 
Titre en tannin : 



(1 - m ) x 100 x 1 00 

100-h 



10 



15 



■ ■ 

30 



35 



40 



45 



5 - 6 - Dosaqe biologigue : . . 

DeterminI selon la meth ode de SHINOGI ( J. Pharm. Sci ., 1985, 74 (4), 482-485 ) la dose de pnnc.pe actrf 
produisant une activite inhibitrice de 50 o/o (I 50) vis-a-vis de Telastase pancreatique porcine avec comme 
substrat le tertio-butylcarbonylalanine p-nitroph6nol (Boc-Ala-ONp) devra etre de : 50 

1 ng ± 15% 

EXEMPLE 6 • A CTIVITE BIOLOGIQUE DU PRINCIPE ACTIF 

Le principe actif ainsi prepa re presente des activites inhibitrices tres importantes, vis-a-vis notamment de 
diverses enzymes proteolytiques telles que les elastase, collagenase et hyaluronldase. Les resultats f'gurent 55 
dans le tableau suivant dans lequel les resultats sont exprimes en masse dMnWbiteur (en (ig). soit rapportee & 
la drogue seche d'origine, soit reelle pour les principes definis, produisant une Inhibition de I activite 
enzymatique de 50 0/0 (I 50) dans les conditions des essais. Le signe ( - ) indique une activite inh.bitnce nulle. 
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I 50 ( ng ) 


5 


Inhibiteur 


Elas- 
tase 


Collage- 
nase 


Hyalu- 

roni- 

dase 


Trip- 
sine 


a-Chymotryp- 
sine 


10 


Reine des Prds 
f leur 


1 0 


40 


30 


30 


35 


15 


Alchemille 
pi ante 


2500 


8x10 3 


10 4 


5x10 3 


7,5x1a 3 




Rhubarbe 
racine 


50 


1 50 


240 


90 


130 


20 


Acide tannique 

rt^— -1- %J GL J. UC 

Hamame 1 i t an in 


50 
1 00 
600 










25 


Gallate de 
propyle 

Catechine- 
epicafcectiine 


•5 C 
J J 










30 


Ac . chloro- 
genique 






- 






35 


odllCy lauc ae 

m6thy le 

Ethoxazo- 
rutine 

Rutoside 


~ 

250 
1 50 










40 


Hyperoside 

Querc^tine 
4 1 -Glucoside 


275 
250 










45 


Quercetine 
Morine 


55 
60 










50 


Principe 
fcannique de 
Filipendula 
Ulmaria 


1 


5 


6 


3,5 


5 
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II taut noter que ces activites sont tres constantes suivant les lots de preparation. 
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6 - 1 - Protocoles des mesures des activites anti-enzymatiques : 

a) Activites inhibitrices de I'elastase, de la trypsine et de Ta-chymotrypsine : 

Les dosages d'activites inhibitrices de I'elastase, de la trypsine et de ra-chymotrypsine ont ete realises 5 
selon la methode de SHINOGI et al. (1), la quantite d'inhibiteur etant adapt6e de maniere a obtenir une 
inhibition voisine de 50 o/o (150) apres 30 minutes, les extraits etant generaJement prepares a partir de 0,5 g de 
poudre (250) de plante seche dans 20 ml d'ethanol a 50 o/o V/V, tes principes definis en solution a 1 mg/rnr 
d'ethanol a 50 o/ 0 V/V. 

(1) SHINOGI M. t AGHA BJ., TSUJI K. and DIGENIS G.A. Assessment of antiprotease activity of some w 
carbamate derivatives, J. Pharm. Sci ., 1985, 74 (4), 482-485. 

b) Activites inhibitrices de la collagenase : 

Les dosages d'activites inhibitrices de la collagenase ont ete realises selon la methode viscosimetrique de 
MaC CARTNEY et al. (2) a I'aide d*un viscosimetre de type OSTWALD a tube capillaire permettant une mesure 75 
du temps d'ecouiement pour I'eau a 27° C d'environ 30 secondes. 

(2) Mac CARTNEY H.W., BATES S.R.E., BLUMSON N.L.. NELSON D., JAMISON D. and ELMORE D.T. A 
recording viscometer for assaying mammalian collagenase, Biochern. J ., 1983, 213, 275-278. 

Pour les mesures d'activites inhibitrices 2,5 ml de collagenase (Sigma type IV a 2 M.g/ml) en solution dans le 
tampon 0,05 M Tris/HCI pH 7,4 contenant 5mM de CaCl2 sont mis a incuber a 27°C pendant 10 minutes avec 20 
100 uJ d'inhibiteur en solution dans I'ethanol a 50 o/o V/V, la quantite d'inhibiteur etant adaptee, les extraits 
vegetaux et les principes definis prepares comme precedemment. Le substrat (2,5 ml de collagene SIGMA 
type III a 0,1 % V/V dans le meme tampon) egalement thermostate est alors ajoute. Les mesures de temps 
d'ecouiement sont effectuees au depart puis toutes les 15 minutes pendant une heure, sort "t" ta mesure 
apres une heure. 25 

On peut operer par rapport a un temoin contenant 100 \i\ d'ethanol a 50 o/o V/V sans inhibiteur, soit "to" la 
mesure apres une heure, puis calculer la masse d'inhibiteur I50 en fonction du o/o d'inhibition obtenu dans les 
conditions de I'essai. 

30 

% d'inhibition : to - t x 100 

to 

35 

c) Activite inhibitrice de I'hyaluronidase : 

Les dosages d'activites inhibitrices de I'hyaluronidase ont ete realises selon la methode de reduction 
turbidimetrique de I'USP XX (United States Pharmacopoea, 1980, 20, 376-377). 

Pour les methodes d'activites inhibitrices, 1 ml de solution d'hyaluronidase (SIGMA III— F* a 0,75 unites/ml) 
sont mis a incuber a 37° C pendant 10 minutes avec 100 jil d'inhibiteur en solution dans Tethanol a 50 % V/V, la 40 
quantite d'inhibiteur etant adaptee et les preparations effectuees comme precedemment. Le substrat (1 ml de 
solution d'hyaluronate de potassium a 0,25 mg/ml) egalement thermostate est alors ajoute. Apres incubation 
pendant 30 minutes a 37° C, 8 ml de solution de serum sont ajoutes et la densite optique lue au 
spectrophotometre a 640 nm apres 30 minutes a temperature ambiante, soit D par rapport a un bianc sans 
hyaluronate. ^ 

On peut operer par rapport a un temoin contenant 100 \i\ d'ethanol a 50 o/o V/V sans inhibiteur, soit Do par 
rapport a un blanc sans hyaluronate, puis calculer la masse d'inhibiteur 150 d' apres le % d'inhibition obtenu 
dans les conditions de I'essai 

50 

% d'inhibition : Do - D x 100. 

Do 

55 



d) Application : 

Le principe actrf tannique de la Reine des Pres presente,du fait de ses actrvites.un effet anti-vieillissement 
general sur les organismes vivants par restauration notamment de I'integrft6 du tissu conjonctif. 

II s'agit done d'un produit anti-vieillissement, agissant en tant que protecteur cellulaire vis-a-vis 
d'agressions tres di verses par fixation membranaire, parietal e ou tissu (aire et par inhibition des enzymes 
degradant fa trame des membranes, des parois et des tissus d'organes tres divers. 

II s'ensuit des proprietes tres variees utilisables industriellement, notamment en medecine humaine et 
veterinaire, en pharmacie, en cosmetologie, en dietetique, etc, et dans tous autres domaines d'application & 
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egalement proteges. . 
Ainsi. par exemple. sont en outre indiquees des applications telles que les suivantes ■ 

- en cosmetologie : produit anti-vieillissement. ameliore les propnetes on.-elast.ques de _ta peau 
(ant"e.astase. anS-co.lagenase. etc..) au niveau facial (anti-rides. ^■^^i'^^SSTST 

5 anti-cellulitique. etc..) ou capillaire (tonique du cuir chevelu. anti-chute, etc..) ; produrt adoucissant, etc 

en de matologie : produit antiinflammatoire, restaure les proprietes toni-elast.ques de la peau amel ore la 
circulate (ventures, lipodystrophies, couperose. etc.). anti-infectieux en tant que ant.bacteren 
anSng^ue et antiviral (acnes, points noirs. surinfections. etc.,). cicatrisant, etc., au n.veau corporal, facial ou 

W - en^ardloSgSologie : comme protecteur vascu.aire veineux (varices, hemorroTdes. etc..) j retinie^ cerebral, 
etc.. par voie generale ou locale, comme antiatheromateux et hypolipermant comme ant.-angoreux etc. 

- en gastro-enterologie : comme antiinflammatoire et hemostatique (ant.-ulcere. etc..,, ant.-.nfectieux et 

-"e'rf'gynSogi'e 6 !^^ usage local comme hemostatique uterin. anti-infectieux contraceptif etc. ; 
?5 - en hematologie : comme hemostatique par voie generale ou locale (hemoph.lie. etc.,) etc . 

- en rhumatologie : comme antiinflammatoire (rhumatismes divers, etc.). etc en usage local ou pe os^ 

- en stomatologie : comme protecteur du tissu gingival, antihemorragique. anti-infect.eux. ant.-.nflammato.re 
(parodontoses, etc.,) en usage local ou per os ; 

- en urologie et nephrologie : comme anti-prostatique, etc. ; 

20 - comme anti-infectieux general ; antibacterien. antifongique. antiviral, etc. ; 

- en diabetologie : diabete gras, etc. 

^DeTes^Iis" SoSt^ classiquement chez le rat ont montre la bonne tolerance generale du 

25 principe actif, aucune toxicite n'ayant ete observee aux doses maixmales administrables par voie orale ou par 

V0 DeriS?Iffectu6s chez des femmes volontaires ont egalement montre I'innocuite du produit en 

aP ll £t sSnS^fa non toxicite generaiement reconnue de la Reine des Pres qui ^^^^^^^ 
de plantes en vente libre en dehors des officines et des herboristeries - Decret n 79-480 du 5 ju.n 1979 
[J O 22-6-1979) choisies notamment en raison de leur absence de toxicite et, d autre part, dans la hste ae fd 
plantes medicinales pour tisanes (B.O. du 7-3-1985) elargie depuis a 112 plantes . pour les specia tes 
pharaceutiques a base de plantes (B. O. n° 86/20 bis d'aout 1986) pouvant benefice sous certa.nes 
conditions d'un dossier allege de demande d'Autorisation de Mise sur le Marche. 

EXEMPLE 8 - FORMES GALENIQUES 

8 - 1 - Comprimes drageifies enteriques : . . . . „*& rintia 

Principe tannique de Rlipen a^Tun^ria 0,010 g Excipient* q.s.p. un compr.me a enrobage entenque. 
40 Excipient* : lactose, silice. stearate de magnesium, polyvidone, phtalate de diethyle, saccharose, talo 
acetophatalate de cellulose, gomme arabique, oxyde de titane, sesquioxyde de fer, cire blanche, ore de 
Carnauba Q.S. 



30 



35 



45 8 - 2 - Solute buyable : Ampoules de 2 ml.Principe tannique de Filipendula Uimaria 0,010 g 
Excipient : 
Alcool a 95 c 1 ml 
Eau purifiee q.s.p. 2 ml. 

50 8 - 3 - Solute injectable : Ampoules de 2 ml.Principe tannique de Filipendula Uimaria 0,010 g 
Excipient : 

Monopropylene-glycol 1 ml 
Eau p.p.i. q.s.p. 2 ml. 

55 

8 - 4 - Creme : Principe tannique de Filipendula Uimaria 0,5 g 
Excipient : 

Mono et diglycerides de I'acide palmitique 8 g 
60 Alcool cetylique 2 g 

Alcooi cetostearylique 1 g 

Cetostearate de poiyoxyethylene 1 g 

Monooleate de glycerol 1 g 

2-Octyl dodecanol 8 g 
65 Triglyceride de I'acide caprylique 3 g 
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Huile de paraffine fluide 3 g 
Acide polyacryiique reticule 0,3 g 
Triethanolamine 0,8 g 

Parfum, conservateur, eau purrfiee q.s.p. 100 g 

/ 5 

8 - 5 - Gel : Principe tannique de Filipendula Ulmaria 0,5 g 
Excipient 

Acide polyacryiique reticule 0,6 g 

Triethanolamine 0,6 g 10 

Monopropyleneglycol 45 g 

Parfum, conservateur, eau purifiee q.s.p. 100 g 



Revendications 



15 



1. Procede d'obtention de principes tanniques purifies d'origine vegetale, caracteris6 en ce qu'il 
comporte essentiellement les etapes suivantes : 20 

a) I'adsorption du principe tannique actrf, a partir d'une solution extractive de la matiere premiere, 
sur un adsorbant polymere afonctions amides ou equivalentes, et 

b) la desorption selective et quantitative du principe tannique actif fixe sur Tadsorbant, desorption 
a I'aide de bases ou de substances a proprietes basiques. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que la solution est ensuite neutralisee par 25 
addition d'acide ou de substances a proprietes acides pures ou en melanges. 

3. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que, entre I'etape 
d'adsorption a) et I'etape de desorption b) des substances banales de la plante sont eliminees 
quantitativement par lavage ou elution a I'aide de solvants. 

4. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que la plante d'origine est la 30 
Reine des Pres - Filipendula Ulmaria (Flora Europaea) ou Spiraea Ulmaria - de la famille des Rosacees, 
I'espece proprement dite, ses sous-especes, ses varietes ou especes affines, notamment d'origine 
horticoie et les hybrides eventuels. 

5. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterisee en ce que les polymeres 
d'adsorption a fonctions amides ou equivalentes sont choisis parmi notamment les nylons, les 35 
polyamides, les polyvinylpyrrolidones, soit purs, soit melanges entre eux ou dtlues. 

6. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que la desorption se fait avec 
des bases ou des substances a proprietes basiques, fortes ou faibles, en solutions aqueuses, 
alcooliques, ou cetoniques, pures ou en melanges, le titre choisi de maniere a ce que la desorption soit 
quantitative. 40 

7. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que la substance a 
proprietes basiques realisant la desorption est une solution d'hydroxyde de sodium ou une solution 
d'ammoniaque. 

8. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que la neutralisation de la 
solution apres I'etape b), neutralisation par addition d'acides ou substances a proprietes acides peut se 45 
faire par utilisation de resines echangeuses d'ions, par dialyse ou tout autre procede de separation 
moleculaire. 

9. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que I'extraction a lieu a partir 
de la drogue fraiche ou dessechee divisee de maniere suffisante sous forme de poudre selon un 
quelconque procede, I'extraction a lieu a I'aide de solvants d'extraction et est effectuee suivant un 50 
procede a chaud ou afroid avec un appareillage d'extraction de quelconque nature operant en continu ou 

en discontinu de maniere a ce que ('extraction soit quantitative. 

10. Procede selon la revendication 9, caracterise en ce qu'une extraction prelimlnaire, de maniere a 
eliminer des substances banales genant I'extraction, peut etre reaiisee par exemple avec un solvant de 
polarite differente de celui de I'extraction. 55 

11. Procede selon les revendications 9 et 10, caracterise en ce que, apres extraction et avant 
purification, les parties vegetales peuvent etre separees de fa solution extractive a I'aide d'un appareillage 
adapte par exemple de filtration ou de centrifugation et, enfin, la solution extractive peut %tre concentree 
ou evaporee a siccite et reprise par des solvants. 

12. Procede selon I'une des revendications precedentes, caracterise en ce que les solvants, notamment 60 
d'extraction ou de lavage, sont choisis parmi : 

. les solvants hydroxyles par exemple I'eau, les solutions aqueuses salines, acides ou basiques, les 
alcools, notamment le methanol, Tethanol, le propanol ou encore le propyleneglycol, ie glycerol, 
. les solvants cetoniques, notamment Tacetone, le methylethylcetone, 

. les esters tels que acetate d'ethyle, acetate d'isopropyle, 65 
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. ou tout autre solvant a caractere relativement polaire, tels que le tetrahydrofuranne, 

ces solvants pouvant etre utilises soit purs, soit melanges entre eux en quelconques proportions. 

13 Precede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que les liqueurs de 
desorption ainsi obtenues peuvent etre ensuite traitees de maniere a obtenir le produit actif sous forme 

5 seche par exemple les liqueurs de desorption obtenues peuvent etre concentrees de maniere telle que le 

produit actif precipite de la solution, la precipitation etant rendue quantitative par exemple par 
refroidissement ou tout autre procede permettant de quantifier cette operation, et le produit actif peut 
etre recupere suivant une operation de separation, telle que par exemple une cen trifugation. une filtration 
ou tout autre type d'operations permettant ('elimination du liquide et la recuperation du produit actif sous 

10 forme solide, le principe actif etant ensuite soumis a une operation de dessiccation de quelconque 

nature, de maniere a obtenir un produit suffisamment sec pour pouvoir etre reduit en poudre. 

14. Procede selon I'une des revendications precedentes. caracterise en ce que la solution extractive est 
extraite de poudre, de fleurs de Reine des Pres, puis elle est filtree. puis concentree jusqu'a elimination 
du solvant, le residu est ensuite repris avec de I'eau, soumis a une temperature superieure a la 

15 temperature ambiante de maniere a faciliter la dissolution, la solution aqueuse obtenue est deposee en 

tete d'une colonne contenant de la poudre de polymere polyamide, apres adsorption de la solution 
aqueuse. la colonne est lavee avec un solvant, la matiere banale etant ainsi eliminee. Telution est ensuite 
realisee a I'aide de solutions hydroaicooiiques et d'hydroxyde de sodium ou d'ammoniaque, I'eluat etant 
neutralisee en cours dilution avec de I'acide chlorhydrique ou de Pacide acetique, la solution est ensuite 

20 soumise a la dialyse, puis la liqueur de dialyse est concentree jusqu'a apparition d'un precipite par 

exemple a I'aide d'un evaporateur rotatif sous pression reduite, la liqueur concentree est ensuite 
refrigeree a 4°C de maniere a quantifier la precipitation, la liqueur est filtree sur un buchner, le precipite 
est lave et seche, le produit sec est alors pulverise. 

15. Application du principe actif sous forme seche ou sous forme liquide obtenu selon le procede d'une 
25 des revendications precedentes, caracterisee en ce que I'on utilise ses activites anti-enzymatiques. 

16. Composition cosmetologique selon la revendication 15, caracterisee en ce qu'elle comporte, a titre 
de principe actif, les principes tanniques purifies obtenus selon le procede des revendications 

precedentes. % 

17. Composition pharmaceutique selon la revendication 15, caracterisee en ce qu'elle comporte, a titre 
30 de principe actif, les principes tanniques purifies obtenus selon le procede des revendications 

precedentes. 
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